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1 
1 UVOD 
 
Nova znanja o prostih radikalih in reaktivnih zvrsteh kisika v biologiji povzročajo 
medicinsko revolucijo ter obljubljajo novo dobo na področju zdravja in obvladovanja 
bolezni. Ironično je, da ima kisik, ki je v določenih situacijah nepogrešljiv element, škodljive 
učinke na človeški organizem. Večina potencialno škodljivih učinkov kisika je posledica 
nastanka in delovanja številnih kemijskih spojin, ki donirajo kisik drugim snovem. Prosti 
radikali in antioksidanti so postali pogosto uporabljeni izrazi v razpravah o mehanizmih 
bolezni (Lobo in sod., 2010). 
 
Antioksidanti so molekule, ki pogosto donirajo elektrone prostim radikalom in jih na ta način 
nevtralizirajo, s čimer zmanjšujejo poškodbe celic in tkiv. Proste radikale lahko definiramo 
kot katerokoli molekulsko vrsto, ki je sposobna samostojnega obstoja in vsebuje nesparjen 
elektron v atomski orbiti. Prosti radikali napadajo pomembne makromolekule, kar povzroča 
poškodbe celic in homeostatične motnje (Lobo in sod., 2010). Čeprav v telesu obstaja več 
encimskih sistemov, ki odstranjujejo proste radikale, so glavni antioksidanti vitamin E (α-
tokoferol), vitamin C (askorbinska kislina) in β-karoten. To so esencialna mikrohranila, ki 
jih naš organizem ne more sam sintetizirati in jih moramo zato v organizem vnašati s 
prehrano (Lobo in sod., 2010). Največji spekter antioksidantov najdemo v sadju in zelenjavi, 
kot so na primer zeleni čaj, kakav, rdeče in vijolično sadje ter zelena in oranžna zelenjava  
(Benzie in Choi, 2014).  
 
Nekatere novejše raziskave pa kažejo, da prosti radikali niso taki negativci, kot je veljalo v 
preteklosti, saj je za normalno fiziološko delovanje organizma potrebna relativno majhna 
količina antioksidantov in zato ni priporočljivo uživanje prevelike količine le-teh. Najboljša 
izbira za zmanjšanje oksidativnega stresa je uravnotežena prehrana, bogata z sadjem in 
zelenjavo ter telovadba (Dasgupta in Klein, 2014).  
 
Živilo, ki je zelo bogato z antioksidanti, je kakav. Veliko študij je pokazalo pozitivno vlogo 
kakava in kakavovih izdelkov na izboljšanje zdravja. Lastnosti kakava, ki vplivajo na 
zdravje, so bile v veliki meri pripisane njegovim fenolnim spojinam (Mhd Jalil in Ismail, 
2008). 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
V okviru diplomskega dela smo želeli primerjati vsebnost antioksidantov in skupne fenolne 
spojine v temnih čokoladah z različnim deležem kakava, mlečnih čokoladah, beli čokoladi 
ter presnem kakavu.  
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2 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Pričakujemo, da:  
• se bosta antioksidativna učinkovitost in vsebnost skupnih fenolnih spojin med izdelki 
razlikovala,  
• bo presni kakav vseboval največ antioksidantov,  
• bo temna čokolada z večjim deležem kakava vsebovala več antioksidantov od tiste z 
manjšim deležem.  
 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KAKAV 
 
Uporaba kakava (slika 1) se je začela 2000 let pr. n. št. To lahko pripišemo najstarejšim 
skodelicam in ploščam za pitje, ki so jih odkrili v Latinski Ameriki v majhni vasi v dolini 
Ulúa v Hondurasu, kjer je kakav imel glavno vlogo v prehranjevanju. Beseda kakav izhaja 
iz Olmeca in majevskih jezikov (kakaw). Leta 1737 so kakavovo drevo poimenovali 
Theobroma cacao, ki se nanaša na mitično ozadje drevesa in dobesedno pomeni "kakav, 
hrana bogov" (Mhd Jalil in Ismail, 2008). V davni preteklosti so bili kakav in njegovi izdelki 
cenjeni kot visoko kalorična hrana za dvig energije pri vojakih in zaradi njegovih opaženih 
zdravilnih lastnosti. Kasneje je bila skupna percepcija potrošnikov čokolade, da je 
"očarljiva" in privlačna hrana z negativnimi učinki, povezanimi z visoko kalorično 
vrednostjo, kar je pripeljalo k pojmovanju čokolade kot "junk food" (Serafini in Jirillo, 
2017). 
 
 
 
Slika 1: Kakav (ReD, 2017) 
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Kakav so v Evropo prinesli Španci leta 1505. Do leta 1653 se je kakav v Evropi uporabljal 
kot zdravilo in ne kot okusno živilo. Veljalo je, da čokolada pripomore k zdravemu 
delovanju vranice in drugih prebavnih funkcij. Poleg tega je bila v 17. in 18. stoletju 
čokolada redno predpisana ali dodana zdravilom za različne vrsti bolezni, kot so na primer 
prehlad in kašelj, za spodbujanje prebave, plodnosti, krepitev duševnega zdravja ter kot 
antidepresiv (Mhd Jalil in Ismail, 2008). 
 
V zadnjih letih je zaradi ponovnega zanimanja za znanost o prehranjevanju v iskanju 
alternativnih virov živil, ki pozitivno vplivajo na zdravje, potekalo veliko raziskav, s 
katerimi so razkrili prednosti in slabosti porabe kakava v zvezi z zdravjem ljudi (Serafini in 
Jirillo, 2017). 
 
2.1.1 Predelava kakavovih semen 
 
Živila in pijače, pridobljene iz kakavovih semen, so ljudje uporabljali že od leta 460. 
Kakavovi plodovi se iz kakavovca (Theobroma cacao) poberejo, njegova semena pa se 
fermentirajo na soncu. Potem se semena v tovarnah predelajo v različne izdelke, od samega 
kakavovega prahu do različnih kakavovih izdelkov. Sušeno in praženo seme vsebuje 
približno 300 snovi, vključno s feniletilaminom, kofeinom in teobrominom. Iz kakava se 
lahko predelajo različni izdelki, kot so na primer čokoladna tekočina, kakav v prahu, 
kakavovo maslo, kakavova pogača in čokolada. Čokoladna tekočina se pripravi s finim 
mletjem kakavovih semen in je osnova za vse čokoladne izdelke. Kakav v prahu naredimo 
z odstranitvijo dela kakavovega masla iz čokoladne tekočine. Temna čokolada vsebuje 
najmanj 15 % čokoladne tekočine, lahko pa je vsebuje kar 60 %, preostanek so kakavovo 
maslo, sladkor in drugi dodatki (Agric, 1999). 
 
2.1.2 Antioksidanti kakava 
 
Raziskave so pokazale, da sta kakav in čokolada skupaj s čajem ter vinom eni izmed živil z 
največjo vsebnostjo polifenolov. Polifenoli so največja skupina naravnih antioksidantov v 
naši prehrani. Glavni polifenol v kakavu sta prvič identificirala Ultée in van Dorsen leta 
1909. Kristalinično spojino z empirično formulo C16H16O6 sta poimenovala "kakaool". Več 
kot 20 let kasneje so ugotovili, da poimenovanje te fenolne spojine ni pravilno. Nadaljnje 
čiščenje je namreč pokazalo, da je ta spojina katehin z empirično formulo C15H14O6. Vendar 
pa je bila ta spojina zopet napačno imenovana kot l-akakatehin kot eden izmed katehinov, 
prisotnih v akacijah (Larsson, 2014). Leto kasneje so Freudenberg in sod. (1932) poročali, 
da je "kakaool" verjetno predstavljal l-epikatehin, ki ga lahko najdemo tudi v akacijah. 
Kasneje so se strinjali, da je ime l-akakatehin napačno, saj sta katehin in epikatehin 
stereoizomeri. Forsyth (1955) je poročal, da kakavovo seme vsebuje štiri vrste katehinov, od 
katerih epikatehin predstavlja približno 92 %. Adam in sod. (1928) so navedli, da 
nefermentirano kakavovo seme vsebuje tanin in katehin. Poleg teh spojin je bilo ugotovljeno, 
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da ima kakav levkoantocianine, ki so prisotni kot glikozidi. Podobno je bilo ugotovljeno, da 
kakavovo zrnje vsebuje dva cianidin glikozida in vsaj tri levkocianidinske (procianidin) 
spojine. Levkocianidini predstavljajo približno 60 % skupnih polifenolov v kličnem listu 
kakava. Quesnel (1968) je ugotovil, da kakavovo zrnje vsebuje preprosta dimera, 
levkocianidin in epikatehin. Z uporabo dvodimenzionalne papirne kromatografije je bila v 
kakavovih semenih ugotovljena prisotnosti epikatehina in enostavnih levkocianidinov 1, 2 
in 3. Kasneje so Jalal in sod. (1977) pokazali, da so glavne sestavine ekstraktov kakava 
antocianini, levkocianidini, epikatehin, katehin, p-kumarno kislino, kininska kislina in 
klorogenska kislina. Poročali so, da ima kakav visoko vsebnost polifenolov, in sicer 12-18 
% celotne suhe mase zrnja in da 60 % vseh fenolnih spojin v surovem kakavovem zrnju 
predstavljajo epikatehin in katehin ter procianidinski oligomeri. 
 
2.1.3 Dejavniki, ki vplivajo na vsebnost antioksidantov v kakavovih semenih in 
njegovih izdelkih 
 
Dejavniki, ki med proizvodnjo in transportom vplivajo na kakovost kakava in njegovih 
izdelkov, so zelo pomembni pri zagotavljanju pozitivnih učinkov na zdravje človeka. Ti 
dejavniki bi lahko bistveno zmanjšali vsebnost polifenolnih spojim v določenih proizvodih. 
Pri oceni njihovega prispevka v biološkem sistemu je potrebno upoštevati tudi fiziološke 
dejavnike, in sicer biološko razpoložljivost in antioksidativne lastnosti. V zadnjem času so 
na trgu na voljo različne vrste temnih čokolad z visoko vsebnostjo flavonoidov. Proizvedene 
so iz izbranih kontroliranih semen kakava s posebnim načinom fermentacije in zmanjšano 
toplotno in alkalizacijsko obdelavo. Poleg tega so proizvajalci čokolade, ki so izdelovali 
čokolade iz visoko-flavonoidnih semen kakava, iz Ekvadorja uporabili posebne metode 
praženja, ki ohranjajo flavonoide v kakavovih zrnih. Z nadzorovanjem postopka priprave 
čokolade se lahko proizvede čokolada z visoko vsebnostjo flavonoidov, pri čemer se v 
končnem izdelku ohranja do 70 % flavonoidov. Večina intervencijskih študij je pri svojem 
delu uporabila temno čokolado. To je posledica dejstva, da temna čokolada vsebuje več 
nemastnega kakavovega trdnega materiala (kakav v prahu) kot druge čokolade. Količina 
flavonoidov, prisotnih v teh proizvodih, je odvisna samo od količine trdnega nemastnega 
deleža kakavovega materiala. Po drugi strani pa se bela čokolada pripravi s kakavovim 
maslom in sladkorjem brez kakavovega prahu. Tako se pričakuje, da temna in mlečna 
čokolada vsebujeta flavonoide, medtem ko jih bela čokolada ne bo vsebovala. Kakavi 
različnih sort kažejo razlike v vsebnosti polifenolov. Poleg tega kakavova semena različnega 
izvora vsebujejo različno količino epikatehina in katehina (Mhd Jalil in Ismail, 2008). 
Azizah in sod. (2007) so poročali, da imajo kakavova semena iz različnih držav različno 
vsebnost polifenolov. Kakavova semena iz Ekvadorja so imela najvišje količine epikatehina 
in katehina. Ugotovili so, da je najvišja vsebnost fenola prisotnih v malezijskih semenih.  
 
Fermentacija je eden izmed glavnih korakov, povezanih s proizvodnjo kakavovih semen in 
ima največji vpliv na vsebnost flavonoidov v čokoladah. Fermentacija zmanjša stopnjo 
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grenkobe kakavovih semen, kar bi lahko pripisali izgubi polifenolov. Ta korak je tudi 
ključnega pomena za kakovost arome kakava. Oksidacija polifenolov v netopne tanine med 
fermentacijo je odgovorna za tvorbo spojin arome. Med fermentacijo se polifenoli razpršijo 
iz celic za shranjevanje in se oksidirajo ter tako postanejo kondenzirane visoko molekularne 
spojine, in sicer večinoma netopni tanini. Ta postopek vključuje tako neencimsko kot 
encimsko reakcijo, ki jo katalizira polifenol oksidaza. Različne stopnje praženja zaradi 
izomerizacije epikatehina znatno povečajo količino katehina. Raziskave tudi kažejo, da se 
med fermentacijo kakavovih semen izgubi skoraj 90 % polifenolnih spojin (Mhd Jalil in 
Ismail, 2008). 
 
Čokolada je narejena po različnih receptih in poleg kakavovega masla ter prahu vsebuje tudi 
druge sestavine, kot so mleko v prahu, sladkor, arome in podobno. Pri izdelavi različnih vrst 
čokolade, in sicer temne čokolade, mlečne čokolade in bele čokolade, se uporabljajo različni 
odstotki kakavovega masla, sladkorja in mleka v prahu. Vsebnost polifenolov se lahko zelo 
razlikuje glede na izvor semen, primarne in sekundarne pogoje predelave ter postopka 
izdelave čokolade. Zaradi teh dejavnikov razmerje in vrste polifenolov, najdenih v 
kakavovih semenih, niso enake tistim, ki jih najdemo v končnih proizvodih. Alkalizacija 
kakavovega prahu zmanjša vsebnost polifenolov in antioksidativno učinkovitost (Mhd Jalil 
in Ismail, 2008). 
 
2.1.4 Vpliv kakava na zdravje 
 
Zanimive so raziskave, ki poskušajo odgovoriti na vprašanje, ali obstaja dejansko povezava 
med kakavovimi antioksidanti in našim zdravjem ali pa je to posledica kakšnih drugih 
sestavin kakava. Dejavniki, kot so biološka razpoložljivost, vrsta kakava in kakavovih 
izdelkov, vrsta in vsebnost antioksidantov ter stanje raziskovanih oseb bi lahko vplivali na 
rezultate intervencijske epidemiološke raziskave (Mhd Jalil in Ismail, 2008). V zadnjih letih 
so dokazali, da kakav in kakavovi izdelki, kot so kakav v prahu, temna čokolada in čokoladna 
tekočina, zavirajo razvoj aterosklerotičnih lezij (Kurosawa in sod., 2005b), zmanjšujejo 
funkcijo trombocitov (Murphy in sod., 2003), imajo hipoglikemične lastnosti (Tomaru in 
sod., 2007), povečujejo dermalni pretok krvi in zavirajo proliferacijo celic raka dojke 
(Ramljak in sod., 2005). Navedene lastnosti kakava, ki vplivajo na naše zdravje, so bile 
pripisane vsebnosti fenolnih spojin, še posebej flavonoidom (Mhd Jalil in Ismail, 2010). 
 
Kakavovi izdelki so bogati viri flavonoidov, predvsem flavan-3-ola, ki ima dokazane 
antioksidativne in protivnetne lastnosti. Ugotovili so, da se vsebnost flavan-3-ola in skupna 
količina antioksidantov povečata v krvni plazmi po uživanju kakava ter kakavovih izdelkov 
(Larsson, 2014). Kakovovi flavanoli dokazano (Ried in sod., 2012; Hooper in sod., 2012) 
povečujejo nastanek endotelijskega dušikovega oksida, ki spodbuja vazodilatacijo in s tem 
zmanjšanje krvnega tlaka. Rezultati dveh metaanaliz kažejo, da lahko uživanje kakava ali 
čokolade rahlo zmanjšata sistolični (Ried in sod., 2012) in diastolični krvni tlak (Ried in 
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sod., 2012; Hooper in sod., 2012). Metaanaliza (Ried in sod., 2012) je pokazala, da je 
uživanje kakava ali čokolade bistveno zmanjšala koncentracije inzulina na tešče, inzulinsko 
rezistenco in povprečni arterijski tlak ter izboljšala funkcijo endotelija. Po drugi strani pa je 
uživanje kakava ali čokolade imelo le majhen vpliv ali ni vplivalo na koncentracije 
holesterola v krvi, trigliceridov, glukoze, hemoglobina A1c in C-reaktivnega proteina. 
Enoletna študija (Curtis in sod., 2012), v kateri je sodelovalo 93 žensk po menopavzi ter z 
diabetesom tipa 2, je pokazala, da prehrana z dodatkom kakavovih flavan-3-olov in 
izoflavonov zmanjšuje koncentracijo inzulina in LDL holesterola. Več kontroliranih 
intervencijskih študij je pokazalo, da kakavovi flavanoli lahko izboljšajo delovanje 
trombocitov (Larsson, 2014). Na podlagi podatkov iz petih preskušanj so Ostertag in sod. 
(2010) ocenili, da je vnos 100 mg flavanola povzročilo zmanjšanje agregacije trombocitov 
od 3 % do 11 %.  
 
Študiji Kurosawa in sod. (2005a) ter Vinsona in sod. (2006) sta pokazali, da prehrana, 
dopolnjena s kakavovim prahom, ugodno vpliva na razvoj aterosklerotičnih lezij na živalskih 
modelih. Njihove ugotovitve kažejo, da so pomembni učinki kakavovega prahu predvsem 
posledica antioksidativne učinkovitosti polifenolnih spojin. Polifenoli, prisotni v rastlinah 
kot naravni antioksidanti, lahko zavirajo patogenezo številnih bolezni, ki vključujejo 
oksidativne reakcije. Številne epidemiološke študije kažejo, da je redna poraba živil in pijač, 
obogatenih s polifenoli, povezana z zmanjšanim tveganjem za škodljive procese v telesu, ki 
jih povzroča oksidativni stres. Ocenjeno je, da je povprečni dnevni vnos polifenolov 
približno 1 g, kar je več kot vnos znanih vitaminov in mineralov (Zujko in Witkowska, 
2013). 
 
Poleg vsebnosti polifenolov je kakav bogat tudi z metilksantinom, in sicer teobrominom ter 
kofeinom. V študiji so Lee in sod. (2005) dokazali, da lahko kofeinska dopolnila zmanjšajo 
odlaganje glukoze in inzulinizirano absorpcijo glukoze. Poleg tega je dajanje teobromina, 
prečiščenega iz kakava, zmanjšalo raven lipidov pri hiperholesterolemičnih živalih. Zato so 
lahko učinki kakava na zdravje tudi posledica drugih spojin in ne zgolj polifenolov. Kakav 
je bogat tudi z mikrohranili. Mikrohranila, kot je npr. baker, lahko znatno prispevajo k vnosu 
le-teh. Ker kakav vsebuje mešanico bioaktivnih komponent, je mogoče tudi, da pride med 
njimi do neposrednih ali posrednih sinergističnih učinkov (Mhd Jalil in Ismail, 2010). 
 
Kljub številnim znanstvenim prizadevanjem je "optimalni" odmerek kakava, ki zadostuje za 
zaščitni učinek, še vedno predmet razprave. Predvidevajo, da izjemno visoka vsebnost 
bioaktivnih sestavin v kakavu omogoča funkcionalni učinek že pri zelo majhnih odmerkih 
(okoli 5-7 g/dan), ne da bi pri tem vplivali na prevelik dnevni vnos kalorij (Serafini in Jirillo, 
2017). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
Pri svojem delu smo uporabili (slika 2): 
• dve vrsti temnih čokolad (temna čokolada “Choceur” s 85 % kakava in temna 
čokolada “Lindt” s 70 % kakava),  
• dve vrsti mlečnih čokolad (mlečna čokolada “Fina” in mlečna čokolada “Lindt”) 
• belo čokolado (bela čokolada “Lindt”) in  
• presni kakav (presni kakav “Criollo”).  
 
Analizirali smo po dve tablici iste vrste čokolade, rezultati so povprečja obeh, razen, kadar 
je napisano drugače. 
 
  
Slika 2: Vzorci različnih vrst čokolad in presni kakav; temna čokolada “Choceur” s 85 % kakava (TČ85), 
temna čokolada “Lindt” s 70 % kakava (TČ70), mlečna čokolada “Fina” (MČF), mlečna čokolada “Lindt” 
(MČL), bela čokolada “Lindt” (BČL), presni kakav “Criollo” (PKC) 
 
3.1.1 Reagenti 
 
Pri našem delu smo uporabili analitsko čiste reagente podjetja Labogens, Emsure, Sigma, 
Kemika in Aldrich. Reagenti, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu, so navedeni 
pri opisu posamezne eksperimentalne metode. 
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3.1.2 Shematski prikaz dela v laboratoriju 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz eksperimentalnega dela v laboratoriju 
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Odstranjevanje maščob  
 
V falkonke smo zatehtali približno po 4 g posameznega vzorca čokolade in kakava v 
paralelkah ter si zapisali njihove mase. Vzorcem smo dodali po 30 mL heksana (Emsure, 
Nemčija), vse skupaj dobro premešali, dokler se vzorec ni popolnoma raztopil. Raztopljeni 
vzorec smo 10 minut centrifugirali pri hitrosti 6000 RPM. Supernatant smo odlili in nato še 
2-krat ponovili enak postopek (skupaj trikrat). Po končanem postopku smo vzorec čez noč 
pustili na sobni temperaturi, da je odvečni heksan izhlapel. Naslednji dan smo pred pripravo 
ekstraktov preostali vzorec stehtali za izračun vsebnosti maščob. 
 
Ekstrakcija z mešanico aceton : 2 % ocetna kislina 7:3 (v/v)  
2 × 30 min UZ kopel 
3 × 10 min centrifugiranje 
 
 
 
temna 
čokolada 
“Choceur” 
s 85 % 
kakava 
temna 
čokolada 
“Lindt” s 
70 % 
kakava 
bela 
čokolada 
“Lindt”  
mlečna 
čokolada 
“Lindt”  
mlečna 
čokolada 
“Fina”  
presni 
kakav 
“Criollo”  
Odstranjevanje maščob s heksanom – 3 × 30 ml 
mL 
Ekstrakcija bele čokolade 
z 2 % ocetno kislino  
2 × 30 min UZ kopel 
3 × 10 min centrifugiranje 
 
10× razredčitev ekstraktov 
vzorcev temnih in mlečnih 
čokolad ter presnega kakava 
 
Neredčeni vzorci bele čokolade 
Spektrometrično določanje (517 nm) 
troloksu ekvivalentne antioksidativne 
učinkovitosti (TEAC) z DPPH•  
Spektrometrično določanje (765 nm) skupnih 
fenolnih spojin (SFS) s Folin-Ciocalteujevo 
metodo  
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3.2.2 Priprava ekstraktov čokolad in kakava z mešanico acetona in 2 % raztopine 
ocetne kisline 
 
Pripravili smo mešanico acetona (Emsure, Nemčija) in 2 % raztopine ocetne kisline v 
razmerju 70 : 30 (v/v). Pred dodatkom mešanice acetona in 2 % raztopine ocetne kisline smo 
vzorce s pomočjo spatule razdrobili. Vzorcem razmaščene temne, mlečne in bele čokolade 
smo dodali po 5 mL mešanice acetona in 2 % raztopine ocetne kisline, v vzorca presnega 
kakava, pa po 10 mL mešanice acetona in 2 % raztopine ocetne kisline zaradi večje količine 
preostanka vzorca po razmaščevanju. Po dodatku mešanice acetona in 2 % raztopine ocetne 
kisline smo vse skupaj dobro premešali na vrtinčniku in dali na ultrazvočno kopel za 30 
minut pri sobni temperaturi.  Vodo smo zamenjali vsakih 15 minut, da se vzorec ne bi preveč 
segrel. Potem smo vzorce 10 minut centrifugirali pri hitrosti 6000 RPM. Supernatant smo 
odpipetirali v novo falkonko. Postopek smo še enkrat ponovili. Supernatante obeh ekstrakcij 
smo združili, jih še enkrat centrifugirali (10 min, 6000 RPM) in tako pripravljene ekstrakte 
uporabili v nadaljnjih analizah.  
 
3.2.3 Priprava ekstrakta bele čokolade z 2 % raztopino ocetne kisline 
 
Razmaščenim vzorcem bele čokolade smo dodali po 5 mL 2 % raztopine ocetne kisline, 
dobro premešali na vrtinčniku in dali na ultrazvočno kopel za 30 minut  pri  sobni 
temperaturi. Vodo smo zamenjali vsakih 15 min, da se vzorec ne bi preveč segrel. Potem 
smo vzorce 10 minut centrifugirali pri hitrosti 6000 RPM. Supernatant smo odpipetirali v 
novo falkonko. Postopek ekstrakcije smo še enkrat ponovili . Supernatante obeh ekstrakcij 
smo združili, jih še enkrat centrifugirali (10 min, 6000 RPM) in tako pripravljene ekstrakte 
uporabili v nadaljnjih analizah. 
 
3.2.4 Razredčitev ekstraktov 
 
V mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 100 µL ekstraktov in jim dodali po 900 µL 2 % 
raztopine ocetne kisline, premešali na vrtinčniku ter centrifugirali 4 minute pri 10000 RPM. 
Redčitev ekstraktov smo naredili za vzorce temne čokolade, mlečne čokolade in presnega 
kakava. Ekstraktov bele čokolade nismo razredčevali. 
 
3.2.5 Določitev koncentracije vsebnosti skupnih fenolnih spojin (SFS) po Folin – 
Ciocalteujevi metodi 
 
Reagenti: 
- Galna kislina (Labogens, Indija) 
- 2 % raztopina ocetna kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Folin – Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- 20 % raztopina Na2CO3 – natrijev karbonat (Kemika, Hrvaška) 
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- Aceton (Emsure, Nemčija) 
 
Aparature: 
- Tehtnica (Mettler Toleradi AT201, Švica) 
- Avtomatske pipete (Eppendorf, Nemčija) 
- Vrtinčnik MS3 Basic (IKA, Nemčija) 
- Ultrazvočna kopel (Bandelin Sonorex TK52, Nemčija) 
- Centrifuga ( Eppendorf Centrifuge 5415c, Nemčija) 
- Spektrofotometer (Hewlett-Packard model HP-8453, ZDA) 
 
Pribor: 
- Stekleni pribor: čaše, merilni valj in merilne bučke. 
- Ostalo: rokavice, spatule, čopiči, aluminijasta folija, epice, nastavki za pipetiranje, 
merilec za čas in kapalke. 
 
Priprava reagentov: 
- 0,48 mM standardno raztopino galne kisline smo pripravili tako, da smo zatehtali 
2,04 mg galne kisline v 25 mL merilno bučko ter dodali 2 % raztopino ocetne kisline 
do oznake in dobro premešali. 
- 2 % raztopino ocetne kisline smo pripravili tako, da smo 2 mL ocetne kisline 
odpipetirali v 100 mL  merilno bučko ter razredčili z destilirano vodo do oznake. 
- Raztopino Folin – Ciocalteujevega reagenta (F-C) smo pripravili tako, da smo F-C 
reagent razredčili z destilirano vodo v razmerju 1:2 (v/v). Raztopina F-C reagenta je 
občutljiva na svetlobo, zato se mora vsak dan pripravljati sveža. 
- 20 % raztopino Na2CO3 smo pripravili tako, da smo zatehtali 10 g Na2CO3 v 50 mL 
bučko in dopolnili z destilirano vodo do oznake. 
- 70 % mešanico acetona smo pripravili tako, da smo v 100 mL merilni valj dolili 
70 mL acetona in 30 mL 2 % raztopino ocetne kisline in vse skupaj prelili v čašo ter 
pokrili z aluminijsko folijo. 
 
Umeritvena krivulja za galno kislino v 2 % ocetni kislini: 
Kot standardno raztopino pri pripravi umeritvene krivulje za določanje skupnih fenolnih 
spojin (SFS) po Folin–Ciocalteujevi metodi (priloga A) smo uporabili galno kislino. V 
mikrocentrifugirke smo odpipetirali od 25 µL do 150 µL 0,48 mM standardne raztopine 
galne kisline in dodali od 575 µL do 700 µL 2 % raztopino ocetne kisline do skupne 
prostornine 725 µL. Dodali smo po 125 µL raztopine F-C reagenta in po 5-ih minutah še 
125 µL 20 % raztopine Na2CO3. Tako pripravljene raztopine smo dali v temo za 60 minut, 
nakar smo izmerili absorbanco pri 765 nm. Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo v 
mikrocentrifugirko odpipetirali 725 µL 2 % raztopino ocetne kisline, dodali 125 µL F-C 
reagenta in po 5-ih minutah še 125 µL 20 % raztopine Na2CO3, nato pa postopali kot pri 
preostalih vzorcih. Vse meritve smo izvedli v dveh ponovitvah.  
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Umeritvena krivulja za galno kislino v 70 % acetonu: 
Kot standardno raztopino pri pripravi umeritvene krivulje za SFS po Folin–Ciocalteujevi 
metodi (priloga B) smo uporabili galno kislino. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali od 25 
µL do 150 µL 0,48 mM standardne raztopine galne kisline in dodali od 475 µL do 600 µL 2 
% raztopine ocetne kisline in 100 µL 70 % mešanice acetona do končne prostornine 725 µL. 
V tako pripravljeno raztopino smo dodali 125 µL raztopine F-C reagenta in po 5-ih minutah 
še 125 µL 20 % raztopine Na2CO3. Tako pripravljene raztopine smo dali v temo za 60 minut, 
nakar smo izmerili absorbanco pri 765 nm. Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo v 
mikrocentrifugirko odpipetirali 625 µL 2 % raztopine ocetne kisline in 100 µL 70 % 
mešanice acetona ter dodali 125 µL F-C reagenta. Po 5-ih minutah še 125 µL 20 % raztopine 
Na2CO3 ter nato postopali kot pri preostalih vzorcih. Vse meritve smo izvedli v dveh 
ponovitvah.  
 
Analiza vzorcev: 
Pri vzorcih temnih čokolad smo v mikrocentrifugirke odpipetirali po 15 µL razredčenega 
ekstrakta in 710 µL 2 % raztopine ocetne kisline. Pri vzorcih mlečnih čokolad smo v 
mikrocentrifugirke odpipetirali po 50 µL razredčenega ekstrakta in 675 µL 2 % raztopine 
ocetne kisline. Pri vzorcih presnega kakava smo odpipetirali v mikrocentrifugirke po 15 µL 
razredčenega ekstrakta in 710 µL 2 % raztopine ocetne kisline. Pri vzorcih bele čokolade 
smo v mikrocentrifugirke odpipetirali po 100 µL nerazredčenega ekstrakta in 625 µL 2 % 
raztopine ocetne kisline. Tako pripravljenim raztopinam smo dodali 125 µL raztopine F-C 
reagenta in po 5-ih minutah še 125 µL 20 % raztopine Na2CO3. Tako pripravljene raztopine 
smo dali v temo za 60 minut, nakar smo izmerili absorbanco pri 765 nm. Slepi vzorec smo 
pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 725 µL 2 % raztopine ocetne kisline 
ter dodali 125 µL F-C reagenta in po 5-ih minutah še 125 µL 20 % raztopine Na2CO3 ter 
nato postopali kot pri preostalih vzorcih. Vse meritve smo izvedli v dveh ponovitvah.  
 
Izračun: 
Iz izmerjene vrednosti absorbance pri 765 nm za preiskovane vzorce in naklona premice 
umeritvene krivulje smo izračunali koncentracijo fenolnih spojin v reakcijski zmesi (ckiv). 
Pri ekstraktih, ki so bili redčeni, smo upoštevali tudi redčitveni faktor. Za redčene vzorce 
smo pri izračunu upoštevali umeritveno krivuljo v 2 % ocetni kislini (y = 7,6161x), za 
neredčene vzorce bele čokolade pa umeritveno krivuljo v 70 % acetonu (y = 8,417x). 
 
ckiv =  A765/k     ... (1) 
ceks = (ckiv × Vrz)/ (Vvz × R)                                                                                        ... (2) 
 
ckiv koncentracija skupnih fenolnih spojin v kiveti (mM) 
A765    absorbanca, izmerjena pri 765 nm 
k naklon umeritvene krivulje 
ceks koncentracija skupnih fenolnih spojin v ekstraktu (mM) 
Vrz prostornina razredčene raztopine (725 µL) 
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Vvz prostornina vzorca (µL) 
R redčitveni faktor 
 
Vsebnost SFS v čokoladah in kakavu smo izrazili kot ekvivalent galne kisline na gram 
čokolade ali kakava: 
 
SFS (µmol/g) =  ceks × Ve.t. / m                                                                                   ... (3) 
 
SFS skupne fenolne spojine (µmol/g) 
ceks koncentracija v ekstraktu (mM) 
Ve.t. prostornina ekstrakcijskega topila  
m masa vzorca čokolade oz. kakava (g) 
 
3.2.6 Določanje troloksu ekvivalentne antioksidativne učinkovitosti (TEAC) z metodo 
lovljenja radikala DPPH• 
 
Reagenti: 
- 2 % raztopina ocetne kisline (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
- Metanol (Emsure, Nemčija) 
- Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tertrametil kromat-2-karboksilna kislina) (Sigma, 
Nemčija) 
- DPPH • (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) (Sigma, Nemčija) 
- Etanol (Emsure, Nemčija) 
 
Aparature: 
- Tehtnica (Mettler Toleradi AT201, Švica) 
- Avtomatske pipete (Eppendorf, Nemčija) 
- Vrtinčnik MS3 Basic (IKA, Nemčija) 
- Ultrazvočna kopel (Bandelin Sonorex TK52, Nemčija) 
- Spektrofotometer (Hewlett-Packard model HP-8453, ZDA) 
- Magnetno mešalo (IKA Wereke RCT Basic, Nemčija) 
 
Pribor: 
- Stekleni pribor: merilni valj, merilne bučke, čaše, lij in erlenmajerice. 
- Ostali pribor: aluminijasta folija, epice (Eppendorf, Nemčija), spatule, čopiči, 
merilec za čas, nastavki za pipetiranje, rokavice in kapalka. 
 
Priprava raztopin: 
- 2 % raztopino ocetne kisline smo pripravili tako, da smo 2 mL ocetne kisline 
odpipetirali v 100 mL merilno bučko ter razredčili z destilirno vodo do oznake. 
- 0,11 mM raztopino DPPH• smo pripravili tako, da smo zatehtali 3,40 mg DPPH• in 
kvantitativno prenesli v čašo z pomočjo 80 mL metanola. Čašo smo zaščitili pred 
Gotal V. Določanje vsebnosti antioksidantov v kakavu in temni čokoladi. 
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018  
 
13 
svetlobo z aluminijasto folijo in dali mešati 20 minut na magnetno mešalo. Po 
končanem mešanju in pripravi raztopine smo raztopino shranili v hladilnik. 
Raztopina DPPH• je precej nestabilna in se zaradi tega pripravlja neposredno pred 
analizo. 
- 1,1 mM standardno raztopino troloksa smo pripravili tako, da smo zatehtali 2,75 mg 
troloksa in kvantitativno prenesli v merilno bučko z 9,5 mL 2 % raztopine ocetne 
kisline in 0,5 mL etanola, raztopili in dobro premešali. Hranili smo jo v hladilniku 
do uporabe. 
- 1,12 mM standardno raztopino troloksa smo pripravili tako, da smo zatehtali 2,82 mg 
troloksa in kvantitativno prenesli v merilno bučko z 10 mL mešanice acetona in 2 % 
raztopino ocetne kisline v razmerju 7:3 (v/v), raztopili in dobro premešali. Hranili 
smo jo v hladilniku do uporabe.  
 
Umeritvena krivulja za troloks v 2 % ocetni kislini: 
Kot standard pri pripravi umeritvene krivulje (priloga C) smo uporabili 1,1 mM raztopino 
troloksa. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali od 5 µL do 50 µL 1,1 mM raztopine troloksa 
in doplonili do končne prostornine 50 µL z 2 % raztopino ocetne kisline. Potem smo 
raztopinam dodali še 1 mL raztopine DPPH• in premešali na vrtinčniku. Tako pripravljene 
raztopine smo shranili v temi. Po 60-minutni inkubaciji smo izmerili absorbanco pri 517 nm. 
Slepi vzorec pa smo pripravili tako, da smo namesto 1,1 mM raztopine troloksa odpipetirali 
50 µL 2 % raztopine ocetne kisline, dodali 1 mL DPPH• in ga dali v temo za 60 minut. Vse 
meritve smo izvedli v dveh ponovitvah.  
 
Umeritvena krivulja za troloks v 70 % acetonu : 
Kot standard pri pripravi umeritvene krivulje (priloga D) smo uporabili 1,12 mM raztopino 
troloksa. V mikrocentrifugirke smo odpipetirali od 5 µL do 25 µL 1,12 mM raztopine 
troloksa in dopolnili do končne prostornine 100 µL z mešanico acetona ter 2 % raztopino 
ocetne kisline v razmerju 7:3 (v/v). Potem smo raztopinam dodali še 1 mL raztopine DPPH• 
in premešali na vrtinčniku. Tako pripravljene raztopine smo dali v temo. Po 60-minutni 
inkubaciji smo izmerili absorbanco pri 517 nm. Slepi vzorec pa smo pripravili tako, da smo 
odpipetirali 50 µL 2 % raztopine ocetne kisline in dodali 1 mL DPPH•. Nato smo ga dali v 
temo za 60 minut. Vse meritve smo izvedli v dveh ponovitvah. 
 
Analiza vzorcev: 
Pri vzorcih temnih čokolad smo v mikrocentrifugirke odpipetirali 10 µL razredčenega 
ekstrakta ter 40 µL 2 % raztopine ocetne kisline. Pri vzorcih mlečnih čokolad smo pri vzorcu 
mlečna čokolada Fina v mikrocentrifugirko odpipetirali 30 µL razredčenega ekstrakta in 20 
µL 2 % raztopine ocetne kisline, medtem ko smo pri vzorcu mlečna čokolada Lindt v 
mikrocentrifugirko odpipetirali 50 µL razredčenega ekstrakta. Pri vzorcih presnega kakava 
smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 10 µL razredčenega ekstrakta ter 40 µL 2 % raztopine 
ocetne kisline. Pri vzorcih bele čokolade smo v mikrocentrifugirke odpipetirali 100 µL 
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neredčenega ekstrakta. Vsem vzorcem smo dodali po 1 mL raztopine DPPH•, premešali in 
dali na enourno inkubacijo v temo. Po enourni inkubaciji smo izmerili absorbanco pri 
517 nm. Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 50 µL 
2 % raztopine ocetne kisline in dodali 1 mL raztopine DPPH• ter eno uro inkubirali v temi. 
Analizo smo opravljali v dveh ponovitvah. 
 
Izračun: 
Iz izračunanih vrednosti absorbance pri 517 nm  za preiskovane vzorce (A517vz) in slepega 
vzorca (A517sl) ter naklona premice umeritvene krivulje smo izračunali troloksu ekvivalentno 
antioksidativno učinkovitost (TEAC) v reakcijski zmesi (ckiv). Pri ekstraktih, ki so bili 
redčeni, smo upoštevali tudi redčitveni faktor: 
 
A517 = A517sl  – A517vz  ... (4) 
𝑐𝑘𝑖𝑣 =  A517/𝑘  ... (5) 
𝑐𝑒𝑘𝑠 = (𝑐𝑘𝑖𝑣 × 𝑉𝑟𝑧)/(𝑉𝑣𝑧 × 𝑅)                                                                                           ... (6) 
 
A517       A pri 517 nm 
A 517sl       A slepega vzorca pri 517 nm 
A517vz       A vzorca pri 517 nm 
𝑐𝑘𝑖𝑣 TEAC v kiveti (mM) 
k naklon umeritvene krivulje 
𝑐𝑒𝑘𝑠    TEAC v ekstraktu (mM) 
Vrz prostornina razredčene raztopine (50 µL ali 100 µL) 
Vvz prostornina razredčenega vzorca 
R razredčitveni faktor 
 
TEAC v čokoladah in kakavu smo izrazili kot ekvivalent troloksa na gram čokolade ali 
kakava: 
 
𝑇𝐸𝐴𝐶 (µ𝑚𝑜𝑙/𝑔) =  𝑐𝑒𝑘𝑠 × 𝑉𝑒.𝑡. / 𝑚                                                                                ... (7) 
 
TEAC koncentracija TEAC v vzorcu (µmol/g) 
ceks TEAC v ekstraktu (mM) 
Ve.t. prostornina ekstrakcijskega topila  
m masa vzorca čokolade oz. kakava (g) 
 
 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 VSEBNOST MAŠČOB 
 
Pred pripravo ekstrakta smo iz vzorcev z pomočjo heksana odstranili maščobe. Stehtali smo 
vzorce pred odstranitvijo maščob in po odstranitvi maščob ter s pomočjo teh podatkov 
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izračunali masni delež (w) maščob v izdelkih. Naše rezultate smo primerjali z deklaracijo na 
izdelkih. Iz slike 4 se zelo lepo vidi, da smo dobili podobne vrednosti, kot so na deklaraciji. 
Največja odstopanja so pri vzorcu presnega kakava “Criollo”, in sicer 48,3 %, najmanjša pa 
so odstopanja pri vzorcu temne čokolade “Lindt” s 70 % kakava (5,7 %). Naši rezultati so v 
vseh primerih nižji od tistih na deklaraciji, kar je lahko posledica različnih metod določanja 
vsebnosti maščob.  
 
 
 
Slika 4: Masni delež maščob (w) v vzorcih čokolad in presnega kakava; temna čokolada “Choceur” s 85 % 
kakava (TČ85), temna čokolada “Lindt” s 70 % kakava (TČ70), mlečna čokolada “Fina” (MČF), mlečna 
čokolada “Lindt” (MČL), bela čokolada “Lindt” (BČL), presni kakav “Criollo” (PKC) 
 
4.2 SKUPNE FENOLNE SPOJINE ČOKOLADE IN KAKAVA 
 
Skupne fenolne spojine (SFS) čokolade in kakava smo določili spektrofotometrično z 
uporabo Folin – Ciocalteujevega reagenta. Vsebnost SFS v čokoladi in kakavu smo izrazili 
kot ekvivalent galne kisline. 
 
Pri določanju SFS smo analizirali štiri vrste čokolad in eno vrsto presnega kakava. Da bi 
preverili, kako se med seboj razlikujejo različne ploščice čokolad istega proizvajalca, smo 
analizirali po dve ploščici čokolade in primerjali vsebnost SFS. Iz slike 5 je razvidno, da se 
vsebnosti SFS med dvema ploščicama iste čokolade po pričakovanju le malo razlikujeta. 
Največja odstopanja so pri presnemu kakavu, ki smo ga analizirali iz istega vzorca, kar lahko 
pripišemo nehomogenosti vzorca. Odstopanja so lahko tudi posledica odstranjevanja maščob 
in priprave ekstraktov za analizo.  
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Slika 5: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SFS) v različnih tablicah temnih, mlečnih in belih čokolad iste 
znamke ter v presnemu kakavu; temna čokolada “Choceur” s 85 % kakava (TČ85), temna čokolada “Lindt” s 
70 % kakava (TČ70), mlečna čokolada “Fina” (MČF), mlečna čokolada “Lindt” (MČL), bela čokolada 
“Lindt” (BČL), presni kakav “Criollo” (PKC) 
 
Slika 6 prikazuje povprečne rezultate SFS v ekstraktih temnih, mlečnih in belih čokolad ter 
v presnem kakavu. Razvidno je, da se vzorci enakih vrst čokolad različnih proizvajalcev 
razlikujejo manj kot vzorci različnih vrst kakavovih izdelkov, kar je bilo tudi pričakovati, 
saj bi enake vrste čokolad morale imeti podobne recepture. Najvišjo vsebnost SFS kaže 
presni kakav “Criollo” (124,9 µmol/g). Temu sledita temni čokoladi, in sicer temna čokolada 
“Choceur” s 85 % kakava (99,6 µmol/g) ter temna čokolada “Lindt” s 70 % kakava 
(76,6 µmol/g). Temnim čokoladam sledita mlečni čokoladi, in sicer mlečna čokolada “Fina” 
(14,1 µmol/g) ter mlečna čokolada “Lindt” (11,8 µmol/g). Najnižjo vsebnost SFS ima bela 
čokolada “Lindt” (1,0 µmol/g). 
 
 
 
Slika 6: Povprečna vsebnost skupnih fenolnih spojin (SFS) v ekstraktih temnih, mlečnih in belih čokolad ter 
v presnem kakavu; temna čokolada “Choceur” s 85 % kakava (TČ85), temna čokolada “Lindt” s 70 % 
kakava (TČ70), mlečna čokolada “Fina” (MČF), mlečna čokolada “Lindt” (MČL), bela čokolada “Lindt” 
(BČL), presni kakav “Criollo” (PKC) 
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Z deklaracije na posamezni čokoladi smo prepisali deleže kakava (preglednica 1). Največji 
delež kakava je v presnem kakavu, medtem ko ga v beli čokoladi sploh ni. Vemo, da kakav 
vsebuje visok delež FS, kot so katehin, epikatehin in flavan-3-ol, kar lepo sovpada z našimi 
rezultati, saj izdelki z visokim deležem kakava vsebujejo visoko vsebnost SFS in obratno.  
 
Preglednica 1: Vsebnost nemastnega kakavovega dela v različnih vrstah čokolad in v kakavu 
 
VZORCI MASA NEMASTNEGA KAKAVOVEGA DELA 
(g/100 g) 
Temna čokolada “Choceur” s 85 % kakava 85,0 
Temna čokolada “Lindt”s 70 % kakava 70,0 
Mlečna čokolada “Fina” 25,6 
Mlečna čokolada “Lindt” 31,0 
Bela čokolada “Lindt” 0 
Presni kakava “Criollo” 100,0 
 
Zaradi nizkih rezultatov SFS v beli čokoladi smo želeli preveriti, če se z uporabo drugačnega 
ekstrakcijskega topila izloči več FS. Zato smo namesto mešanice acetona in 2 % raztopine 
ocetne kisline (7:3, v/v) uporabili kar 2 % raztopino ocetne kisline. Iz slike 7 je razvidno, da 
se rezultata razlikujeta zanemarljivo, kar pomeni, da je v beli čokoladi prisotnih le malo FS, 
tako polarnih kot nepolarnih.  
 
 
 
Slika 7: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SFS) v ekstraktih bele čokolade, ki so bili ekstrahirani z različnim 
ekstrakcijskim topilom; vzorec bele čokolade “Lindt” ekstrahiran z mešanico acetona in 2 % raztopine ocetne 
kisline (7:3, v/v) (BČL1), vzorec bele čokolade “Lindt” ekstrahiran z 2 % raztopino ocetne kisline (BČL2) 
 
V preglednici 2 je prikazana primerjava naših rezultatov in rezultatov iz literature. Rezultate 
naših meritev, ki so izraženi v μmol/g, smo pomnožili z molsko maso galne kisline 
(170,1 g/mol), da smo jih lahko primerjali z rezultati iz literature. Za temno in mlečno 
čokolado smo upoštevali povprečje obeh vzorcev različnih proizvajalcev, ki smo jih 
uporabili pri našem delu. Vidimo, da so rezultati precej podobni, še posebej za temno in belo 
čokolado. Odstopanja v rezultatih so lahko posledica različne znamke izdelkov in razlik v 
pripravi ekstraktov ter pri eksperimentalni metodi določanja SFS. 
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Preglednica 2: Vsebnost skupnih fenolnih spojin (SFS) naših vzorcev in vzorcev iz literature. SFS so 
izražene kot ekvivalent galne kisline 
 
VZORCI Naši rezultati SFS (mg/g) Rezultati SFS iz literature (mg/g) 
Temna čokolada 15,0 * 15,5 (Zujko in Witkowska, 2013) 
Mlečna čokolada 2,2 * 0,52 (Zujko in Witkowska, 2013) 
Bela čokolada 0,2 0,22 (Zujko in Witkowska, 2013) 
Kakav 21,3 38,11 (Agric, 1999) 
* Povprečje obeh vzorcev čokolad različnih proizvajalcev 
 
4.3 ANTIOSKIDATIVNA UČINKOVITOST ČOKOLAD IN KAKAVA 
 
Antioksidativno učinkovitost (AOU) čokolad in kakava smo določili z metodo lovljenja 
radikala DPPH•. Rezultate analize in sposobnost antioksidantov za lovljenje radikala DPPH• 
smo podali kot ekvivalent troloksa (TEAC). 
 
Podobno kot vsebnost SFS se tudi TEAC med različnimi tablicami iste vrste le malo 
razlikuje (slika 8). Še največja je razlika pri vzorcu kakava, kar pomeni, da prah ni povsem 
homogen. 
 
  
 
Slika 8: Troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost (TEAC) v različnih tablicah temnih, mlečnih in 
belih čokolad iste znamke ter v presnem kakavu; temna čokolada “Choceur” s 85 % kakava (TČ85), temna 
čokolada “Lindt” s 70 % kakava (TČ70), mlečna čokolada “Fina” (MČF), mlečna čokolada “Lindt” (MČL), 
bela čokolada “Lindt” (BČL), presni kakav “Criollo” (PKC) 
 
Slika 9 nam prikazuje povprečne rezultate TEAC ekstraktov temnih, mlečnih in belih 
čokolad ter v presnem kakavu. Razvidno je, da se enaki vzorci različnih proizvajalcev malo 
razlikujejo, medtem ko se vzorci različnih kakavovih izdelkov med seboj razlikujejo mnogo 
bolj. Največjo TEAC je pokazal presni kakav “Criollo” (207 µmol/g), ki mu sledita temni 
čokoladi, in sicer temna čokolada “Choceur” s 85 % kakava (83,0 µmol/g) ter temna 
čokolada “Lindt” s 70 % kakava (57,9 µmol/g). Temnima čokoladam sledita mlečni, in sicer 
mlečna čokolada “Lindt” (8,5 µmol/g) ter mlečna čokolada “Fina” (5,6 µmol/g). Najmanjšo 
TEAC ima bela čokolada “Lindt” (0,2 µmol/g). Pridobljene rezultate smo pričakovali, saj 
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presni kakav vsebuje veliko antioksidantov. Vemo pa, da več kakava pomeni tudi večjo 
vsebnost antioksidantov, kot so katehin, epikatehin in flavan-3-ol ter posledično s tem tudi 
večjo TEAC. Zaradi istega vzroka smo v beli čokoladi določili zanemarljivo vsebnost 
antioksidantov. 
 
  
 
Slika 9: Povprečna troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost (TEAC) ekstraktov temnih, mlečnih in 
belih čokolad ter v presnem kakavu; temna čokolada “Choceur” s 85 % kakava (TČ85), temna čokolada 
“Lindt” s 70 % kakava (TČ70), mlečna čokolada “Fina” (MČF), mlečna čokolada “Lindt” (MČL), bela 
čokolada “Lindt” (BČL), presni kakav “Criollo” (PKC) 
 
Pri določanju TEAC smo se zaradi nizkih rezultatov pri beli čokoladi odločili za drugo 
ekstrakcijsko topilo, in sicer za 2 % raztopino ocetne kisline. Iz slike 10 je razvidno, da so 
rezultati TEAC nekoliko višji pri ekstrakciji z 2 % ocetno kislino, kar pomeni, da bela 
čokolada vsebuje nekaj več vodotopnih antioksidantov kot nevodotopnih. V obeh primerih 
pa je vsebnost skoraj zanemarljivo nizka. 
 
  
 
Slika 10: Troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost (TEAC) ekstraktov bele čokolade, ki so bili 
ekstrahirani z različnim ekstrakcijskim topilom; vzorec bele čokolade “Lindt” ekstrahiran z mešanico acetona 
in 2 % raztopine ocetne kisline (7:3, v/v) (BČL1), vzorec bele čokolade “Lindt” ekstrahiran z 2 % raztopino 
ocetne kisline (BČL2) 
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Preglednica 3 prikazuje primerjavo naših rezultatov AOU čokolad in kakava ter rezultatov 
iz literature. Za temno in mlečno čokolado smo upoštevali povprečje obeh vzorcev različnih 
proizvajalcev, ki smo jih uporabili pri našem delu. Naši rezultati so izraženi kot TEAC, 
medtem ko so rezultati iz literature izraženi kot FRAP (antioksidativna moč redukcije 
železa), zato so rezultati težko primerljivi. Kljub vsemu vidimo, da so tudi v drugih 
raziskavah največ antioksidantov določili v kakavu, sledita temna in mlečna čokolada, bela 
čokolada pa antioksidantov praktično ne vsebuje. 
 
Preglednica 3: Antioksidativna učinkovitost naših vzorcev in vzorcev iz literature. Naši rezultati so izraženi 
kot TEAC (troloksu ekvivalentna antioksidativna učinkovitost), ko pa so rezultati iz literature izraženi kot 
FRAP (antioksidativna moč redukcije železa) 
 
VZORCI Naši rezultati TEAC (µmol/g) Rezultati FRAP iz literature (µmol/g) 
Temna čokolada 70,4 * 132,50 (Zujko in Witkowska, 2013) 
Mlečna čokolada 7,0 * 38,00 (Zujko in Witkowska, 2013) 
Bela čokolada 0,2 5,50 (Zujko in Witkowska, 2013) 
Kakav 207 300,00 (Ioannone, 2015) 
* Povprečje obeh vzorcev čokolad različnih proizvajalcev 
 
4.4 POVEZAVA MED TROLOKSU EKVIVALENTNOM ANTIOKSIDATIVNOM 
UČINKOVITOSTI (TEAC) IN SKUPNIM FENOLNIM SPOJINAMI (SFS) 
 
Da bi preverili povezavo med SFS in TEAC v vzorcih čokolade in kakava, smo narisali sliko 
11. Vidimo, da je povezava močna, saj je Pearsonov korelacijski koeficient r = 0,91. To 
pomeni, da večja vsebnost fenolnih spojin v izdelku pomeni tudi večjo TEAC. TEAC 
čokolad in kakava lahko pripišemo polifenolnim spojinam kakava, kot so katehin, epikatehin 
in flavan-3-ol (Mhd Jalil in Ismail, 2010). 
 
 
 
Slika 11: Povezava med troloksu ekvivalentno antioksidativno učinkovitostjo (TEAC) in skupnimi fenolnimi 
spojinami (SFS) različnih vrst čokolad in kakava 
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4.5 POVEZAVA MED CENO IN VSEBNOSTJO ANTIOKSIDANTOV  
 
Zanimalo nas je tudi, ali sta cena izdelka in vsebnost antioksidantov kakorkoli povezana. Iz 
slike 12 vidimo, da povezave med ceno in TEAC ni, saj je Pearsonov korelacijski koeficient 
r = 0,069. To pomeni, da višja cena ne zagotavlja višje vsebnost antioksidantov.  
 
 
 
Slika 12: Povezava med ceno različnih vrst čokolad in troloksu ekvivalentno antioksidativno učinkovitostjo 
(TEAC) različnih vrst čokolad 
 
5 SKLEPI 
 
S pomočjo pridobljenih rezultatov v okviru diplomskega dela lahko sklepamo naslednje: 
 
- vsi vzorci vsebujejo fenolne spojine 
- vsebnost skupnih fenolnih spojin (SFS) med vzorci različnih vrst čokolad in kakava 
se močno razlikuje 
- presni kakav vsebuje največ SFS, medtem ko jih bela čokolada vsebuje najmanj 
- vsi vzorci čokolad in kakava vsebujejo antioksidante 
- največjo troloksu ekvivalentno antioksidativno učinkovitost (TEAC) kaže presni 
kakav, bela čokolada pa najmanjšo 
- povezava med TEAC in SFS je močna 
- povezave med TEAC in ceno izdelka ni 
 
Sklepi glede na postavljene hipoteze: 
 
- potrdili smo hipotezo, da se vsebnosti SFS in TEAC se med izdelki razlikujejo 
- potrdili smo hipotezo, da presni kakav izmed preiskovanih vzorcev vsebuje največ 
antioksidantov 
- potrdili smo hipotezo, da temna čokolada z večjim deležem kakava vsebuje več 
antioksidantov od tiste z manjšim deležem 
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6 POVZETEK 
 
V današnjem času je vse popularnejši zdrav način življenja. Zato se vse več ljudi odloča za 
alternativne vire zdravega načina prehranjevanja. Med živila z visoko vsebnostjo 
antioksidantov sodi tudi kakav. Kakav in kakavovi izdelki, ki vsebujejo visok delež kakava, 
imajo zelo veliko vsebnost fenolnih spojin in posledično kažejo visoko antioksidativno 
učinkovitost (AOU). 
 
Namen diplomskega dela je bil priprava ekstraktov kakava in čokolad ter med njimi 
primerjati vsebnost skupnih fenolnih spojin (SFS) in antioksidativnih lastnosti. Iz vseh 
vzorcev smo odstranili maščobe, ki bi lahko motile nadaljnje analize. Iz razlike mas pred 
dodatkom heksana in po tem smo izračunali masni delež (w) maščob v vseh vzorcih ter 
rezultate primerjali s podatki na deklaraciji. Večinoma so se rezultati dobro ujemali, še 
največje razlike smo določili pri vzorcu presnega kakava.  
 
Po odstranitvi maščob smo pripravili ekstrakte z mešanico acetona in 2 % raztopine ocetne 
kisline v razmerju 7 : 3 (v:v) ter določili SFS in troloksu ekvivalentno antioksidativno 
učinkovitost (TEAC). Pri beli čokoladi smo se zaradi nizkih rezultatov kot ekstrakcijsko 
topilo uporabili tudi 2 % raztopino ocetne kisline. Tudi v tako pripravljenih ekstraktih bele 
čokolade smo določali SFS in TEAC. 
 
Z uporabo Folin – Ciocalteujeve metode smo v kakavu in čokoladah določali vsebnost SFS, 
ki smo jo izrazili kot ekvivalent galne kisline. Pridobljeni rezultati so se med vzorcema 
razlikovali, in sicer presni kakav kaže največjo vsebnost SFS, bela čokolada pa najnižjo.  
 
S spektrofotometrično metodo lovljenja radikala DPPH• smo določili TEAC kakava in 
čokolad. Vsi vzorci kažejo TEAC. Vzorec presnega kakava kaže najvišjo TEAC, vzorci bele 
čokolade pa najnižjo.  
 
Iz rezultatov SFS in TEAC za vzorec bele čokolade vidimo, da smo dobili večje vrednosti 
pri ekstraktu z 2 % raztopino ocetne kisline, kar lahko razlagamo s tem, da bela čokolada 
vsebuje več polarnih antioksidantov. 
 
S pomočjo vseh rezultatov lahko zaključimo, da je povezava med SFS in TEAC zelo močna, 
medtem ko povezave med TEAC in ceno ni. 
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PRILOGE 
 
PRILOGA A 
 
Umeritvena krivulja za določitev skupnih fenolnih spojin (SFS) v vzorcih presnega kakava, 
temnih in mlečnih čokolad 
 
 
PRILOGA B 
Umeritvena krivulja za določitev skupnih fenolnih spojin (SFS) v vzorcih bele čokolade 
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PRILOGA C 
 
Umeritvena krivulja za določitev troloksu ekvivalentne antioksidativne učinkovitosti 
(TEAC)  pri vzorcih presnega kakava, temnih in mlečnih čokolad 
 
 
 
PRILOGA D 
 
Umeritvena krivulja za določitev troloksu ekvivalentne antioksidativne učinkovitosti 
(TEAC) pri vzorcih bele čokolade 
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